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Abstract (Basic) : DE 3779704 G 

Determn. of the concn. of the free portion of an active ingredient 
(I) in a biological fluid in presence of its natural binder (II), the 
bound and free fractions of (I) being in equilibrium, comprises (1) 
, 4-j — 4-v,= *- = cf- „=,™t-*i ,=> 1.7-ihh unlabelled antibodv (Ab) ; (2) sepg. 

LlCQUili^ U.J.J.V- ov_»->w w^L.t^/j.^ - - - - 

sample and Ab; (3) incubating Ab with a labelled, cross-reactive tracer 
(T) , and (4) measuring amt . of T which is bound or unbound, and from 
this calculating the concn. of free (I). The novelty is that the amt. 
of Ab and/or its affinity to (I) is such that it does not significantly 
alter the equilibrium between free and bound forms, while T has a 
significantly higher or lower affinity for Ab than (I) itself. Also new 
is a test kit for the process. Specifically, Ab can be monoclonal or 
polyclonal, and T is labelled with a radioactive atom;, fluoroescent or 
chemi luminescent gp . ; enzyme or chromophore . USE/ ADVANTAGE - By sepg. 
Ab (step 2), interference of (II) (which can result in inaccurate 
measurements) in subsequent steps is eliminated . Neither a reagent for 
blocking additional (II) binding sites nor a specific binder for T is 
required. 

DE 3626468 A 

Determn. of the concn. of the free portion of an active ingredient 
(I) in a biological fluid in presence of its natural binder (II), the 
bound and free fractions of (I) being in equilibrium, comprises (1) 
treating the test sample with unlabelled antibody (Ab) ; (2) sepg. 
sample and Ab; (3) incubating Ab with a labelled, cross -reactive tracer 
(T) , and (4) measuring amt. of T which is bound or unbound, and from 
this calculating the concn. of free (I) . 

The novelty is that the amt. of Ab and/or its affinity to (I) is 
such that it does not significantly alter the equilibrium between free 
and bound forms, while T has a significantly higher or lower affinity 
for Ab than (I) itself. Also new is a test kit for the process. 

Specifically, Ab can be monoclonal or polyclonal, and T is labelled 
with a radioactive atom; fluoroescent or chemiluminescent gp . ; enzyme 
or chromophore . ■ , 

USE/ ADVANTAGE - By sepg. Ab (step 2), interference of (II) (which 
can result in inaccurate measurements) in subsequent steps is 
eliminated. Neither a reagent for blocking additional (II) binding 
sites nor a specific binder for T is required. 

0/8 

Abstract (Equivalent) : EP 257352 B ^ 

A method for determining the concentration of the free fraction of 
an active compound present in a biological fluid, in the presence of 
natural binders, the free and bound fractions of the active compound 
being in mutual equilibrium and the quantity of the unlabelled antibody 
and/or its affinity for the active compound being so small that they do 
not substantially affect the equilibrium between the free and bound 
fractions of the active compound, by a) contacting a sample of the 
fluid with an unlabelled antibody, b) separating the sample from 
unlabelled antibodies; c) incubating the unlabelled antibody with an 
labelled substance (tracer) for cross -reaction with the antibody and d) 
measuring the amount of tracer which is or is not bound to the antibody 
and calculating from this the concentration of the free fraction of the \ 
active compound, wherein the tracer has a molecular structure which • ^ 

differs from that of the active compound to be determined and which has .2. 
not been brought about by the labelling, and has an affinity for the 
antibody which is substantially higher or substantially lower than that 
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of the active compound itself. 
Abstract (Equivalent) : US 5714336 A 

Determn. of the concn. of the free portion of an active ingredient 
(I) in a biological fluid in presence of its natural binder (II) , the 
bound and free fractions of (I) being in equilibrium, comprises (1) 
treating the test sample with unlabelled antibody (Ab) ; (2) sepg. 
sample and Ab; (3) incubating Ab with a labelled, cross-reactive tracer 
(T) , and (4) measuring amt . of T which is bound or unbound, and from 
this calculating the concn. of free (I) . 

The novelty is that the amt. of Ab and/or its affinity to (I) is 
such that it does not significantly alter the equilibrium between free 
and bound forms, while T has a significantly higher or lower affinity 
for Ab than (I) itself. Also new is a test kit for the process. 

Specifically, Ab can be monoclonal or polyclonal, and T is 
labelled with a radioactive atom; fluoroescent or chemi luminescent gp . ; 
enzyme or chromophore . 

USE /ADVANTAGE - By sepg. Ab (step 2) , interference of (II) (which 
can result in inaccurate measurements) in subsequent steps is 
eliminated. Neither a reagent for blocking additional (II) binding 
sites nor a specific binder for T is required. 
Dwg.0/8 
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© Verfahren und Testkit zur Bestimmung freier Wirkstoffe in biologischen Flussigkelten. 



© Verfahren zur Bestimmung der Konzentration 
des freien Anteils eines in einer biologischen 
Fliissigkeit vorhandenen Wirkstoffes in Gegenwart 

^*von naturiichen Bindemitteln, wobei der freie und der 

^gebundene Anteil des Wirkstoffes miteinander im 

f\j Gleichgewicht stehen, indem man 

UO a) eine Probe der Fliissigkeit mit einem un- 
markierten Antikorper in BerUhrung bringt 

b) die Probe von dem unmarkierten Antikorper 

lOabtrennt; 

{VI 

* ^ c) den unmarkierten Antikorper mit einer mar- 
©kierten, mit ihm kreuzreagierenden Substanz 
q (Tracer) inkubiert; 

U4 d) den Anteil des Tracers miflt, der an den 
Antikorper gebunden oder nichtgebunden ist und 
daraus die Konzentration des freien Anteils des 



Wirkstoffes errechnet, wobei die Menge des unmar- 
kierten Antikorpers und/oder seine AffinitSt zum 
Wirkstoff so gering sind, da/3 sie das Gleichgewicht 
zwischen freiem und gebundenem Anteil des Wirk- 
stoffes nicht wesentlich beeinflussen und der Tracer 
eine erheblich hohere oder eine erheblich geringere 
Affinitat zum Antikorper hat als der Wirkstoff selbst 
und ein fur dieses Verfahren geeigneter Testkit. 
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Verfahren und Testkit zur Bestimmung freier Wirkstoffe in biologischen Fliissigkeiten 



Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
und ein Testkit zur Bestimmung der Konzentration 
des freien Anteils eines in einer biologischen 
FIQssigkeit vorhandenen Wirkstoffes in Gegenwart 
von nattiriichen Bindemitteln wie Proteinen, wobei 
der freie und der gebundene Anteil des Wirkstoffes 
mitelnander im Gleichgewicht stehen. 

Es ist fUr die meisten physiologisch aktiven 
Substanzen bekannt, daB sie in biologischen 
FlOssigkeiten wie dem Blut teils in freier Form, teils 
aber auch an Proteine wie Globuline oder Albumine 
gebunden vorliegen. Dabei stehen die freie und die 
gebundene Form des Wirkstoffes miteinander im 
Gleichgewicht 

Es wird derzeit angenommen, daB nur der An- 
teil des Wirkstoffes physiologische Wirkungen ent- 
faltet, der nicht an Proteine gebunden ist Denn 
durch die Bindung an Proteine verliert der Wirkstoff 
die FShigkeit, mit seinem spezifischen Rezeptor zu 
reagieren, was Voraussetzung fUr seine Wirksam- 
keit ist. Es konnte auch schon gezeigt werden, daB 
bestimmte Arzneimittel ihre Wirkung verlieren, 
wenn sie an Albumine im Serum gebunden wer- 
den, wShrend sich ihre Wirkung durch Zugabe von 
Substanzen erhoht die sie aus der Albumlnbin- 
dung verdrangen. Es sind deshalb auch schon eine 
Reihe von diagnostischen Verfahren entwickelt wor- 
den, mit denen nur der nicht an Proteine gebun- 
dene Anteil eines Wirkstoffes bestjmmt werden 
kann. 

So ist aus dem Europaischen Patent 26 103 
ein Verfahren zur Bestimmung der Konzentration 
des freien Anteils eines in einer biologischen 
Flussigkeit vorhanden Wirkstoffes bekannt, bei dem 
die zu untersuchende Probe mit einem markierten 
Derivat des Wirkstoffes und mit einem spezifischen 
Bindemittel fiir den Wirkstoff vermischt werden, 
und nach der Umsetzung dieser Reagenzien die 
Menge des markierten Derivats des Wirkstoffes 
gemessen wird, welche an das spezifische Binde- 
mittel gebunden oder nicht gebunden ist. Hieraus 
laBt sich dann die Konzentration des freien Wirk- 
stoffes in der biologischen FIQssigkeit berechnen. 
Mit diesem Verfahren lassen sich zuverlasslge 
Meflergebnisse jedoch nur dann erzielen, wenn das 
markierte Derivat des Wirkstoffes so ausgewahlt 
ist, daB es sich praktisch ausschliefllich mit dem 
spezifischen Bindemittel verbindet, nicht jedoch mit 
den naturlichen Bindungsproteinen, die in der 
biologischen Fliissigkeit anwesend sind. Dieses Er- 
fordernis laBt sich in der Praxis in vielen Fallen 
aber nicht befriedigend erfullen. 



Deshalb wurde in der EuropSischen Patentan- 
meldung 155 104 auch schon vorgeschlagen, der 
Probe der zu untersuchenden biologischen 
FlUssigkeit auBer dem markierten Derivat des Wirk- 

5 stoffes und dem spezifischen Bindemittel eine we'i- 
tere Substanz zuzusetzen, die die Bindung des 
markierten Derivats des Wirkstoffes an die 
naturlichen Proteine blockieren soli, in dem sie 
selbst^die Bindungsstellen des Proteins besetzt 

io Dieses Verfahren wird auch in der Deutschen 
Patentschrift 34 15 818 beschrieben. 

Auch die intemationale Patentanmeldung WO 
85/00 226 versucht das Problem der Bindung des 
markierten Wirkstoffderivats an die naturlichen Pro- 

js teine und die dadurch verursachten Meflfehler zu 
losen. Dort wird vorgeschlagen, der den freien 
Wirkstoff enthaltenden biologischen Flussigkeit ein 
spezifisches Bindemittel fur den freien Wirkstoff, 
ein markiertes Derivat des Wirkstoffes und 

so auflerdem noch ein spezielles Bindemittel fUr das 
markierte Wirkstoffderivat zuzusetzen. Das mar- 
kierte Wirkstoffderivat (Tracer) wird dann sowohl 
mft dem spezifischen Bindemittel fur den Wirkstoff 
selbst als auch mit dem Bindemittel fQr das Wirk- 

25 stoffderivat reagieren, nicht aber mit den Bindungs- 
proteinen, weil diese eine viel geringere Affinftat 
zum Tracer haben als das spezifische Bindemittel 
fur den Tracer. 

Die vorstehend genannten Veroffentlichungen 

so zeigen, dafl die unerwunschte Bindung des Tracers 
an naturtiche Proteine 2U einer emstlichen Be- 
eintrachtigung der Mefigenauigkeit bei der Bestim- 
mung des freien Anteils eines Wirkstoffes in einer 
biologischen FIQssigkeit fuhrt und dafl ein 

as BedOrfnis besteht, dieses Problem auf mSglichst 
einfache Weise zu losen. Die voriiegende Erfin- 
dung stellt sich deshalb die Aufgabe, dieses Pro- 
blem ohne die zusStzliche Verwendung eines die 
Bindungsstellen der naturlichen Proteine blockie- 

■ 40 renden Mittels und auch ohne den Zusatz eines 
spezifischen Bindemittels fur den Tracer zu losen. 

Es wurde nun gefunden, daB sich die Konzen- 
tration des freien Anteils eines in einer biologischen 
Flussigkeit vorhandenen Wirkstoffes in Gegenwart 

45 von naturlichen Bindemitteln, wobei der freie und 
der gebundene Anteil des Wirkstoffes miteinander 
im Gleichgewicht stehen, genau bestimmen laBt, 
wenn man 

a) eine Probe der Flussigkeit mit einem un- 
so markierten Antikorper in Beruhrung bringt; 

b) die Probe von dem unmarkierten An- 
tikorper abtrennt, 

c) dan unmarkierten Antikorper mit einer 
markierten, mit ihm . kreuzreagierenden Substanz 
(Tracer) inkubiert; 



2 



3 0 257 352 4 



d) den Anteil des Tracers miBt, der an den 
Antikorper gebunden oder nicht gebunden ist und 
daraus die Konzentration des freien Anteils des 
Wirkstoffes errechnet, wenn die Menge des unmar- 
kierten Antikorpers und/oder seine Affinitat zum 
Wirkstoff so gering sind, dafl sie das Gleichgewicht 
zwischen freiem und gebundenem Anteil des Wirk- 
stoffes nicht wesentlich beeinflussen und der Tra- 
cer eine erheblich hShere Oder eine erheblich 
geringere Affinitat zum Antikorper hat als der Wirk- 
stoff seibst. 

Besonders geeignet ist dieses Verfahren fUr 
die Bestimmung des freien Anteils von Thyroxin, 
Trijodthyronin und von Steorid-Hormonen in 
biologischen ROssigkeiten. 

Das erflndungsgemSfle Verfahren unterscheidet 
sich von den in den vorstehend genannten 
Veroffentlichungen beschriebenen Bestimmungs- 
verfahren zunachst einmal dadurch, dafl die Probe 
der zu untersuchenden biologischen Fliissigkeit 
nach der Reaktion mit dem unmarkierten An- 
tikorper abgetrennt wird. Damit werden die 
storenden natUriichen Bindungsproteine entfernt 
und konnen den weiteren Veriauf des Bestim- 
mungsverfahrens nicht mehr storen und auch keine 
Meflungenauigkeiten verursachen. 

Ein derartiges zweistufiges Verfahren ist an 
sich aus der Deutschen Offenlegungsschrift 29 36 
307 bekannt. Dort wird ebenfalls eine Methode zur 
Bestimmung des freien Anteils eines Wirkstoffes 
beschrieben, in dem man die zu untersuchende 
Fltissigkeitsprobe mit einem unmarkierten Rezeptor 
in Kontakt bringt, damit an ihn der freie Wirkstoff 
gebunden wird. Dann wird die RDssigkeitsprobe 
entfemt und der unmarkierte Rezeptor mit einem 
markierten Wirkstoffderivat inkubiert und an- 
schlieflend die am Rezeptor gebundene oder die 
nicht gebundene Menge des markierten Reagenz 
gemessen. Dieses Verfahren hat jedoch den 
groflen Nachteil, dafl in der ersten Stufe so grofle 
Mengen an unmarkiertem Rezeptor verwendet wer- 
den, dafl tatsachlich der gesamte freie Wirkstoff 
gebunden wird. Da der freie Wirkstoff und der an 
Proteine gebundene Wirkstoff aber miteinander im 
Gleichgewicht stehen, wird durch die Bindung des 
freien Wirkstoffes an den Rezeptor das Gleichge- 
wicht gestort und zusatzlich Wirkstoff aus seiner an 
Proteinen gebunden Form freigesetzt. Dadurch 
werden nach dieser Methode zu hohe Konzentratio- 
nen an freiem Wirkstoff gemessen. 

Es ist deshalb ein Merkmal der vorliegenden 
Erfindung, dafl der unmarkierte Antikorper in einer 
so kieinen Menge eingesetzt wird, dafl er das 
Gleichgewicht zwischen freiem und an Protein 
gebundenem Wirkstoff nicht merklich beeinflussen 
kann. Aus dem gleichen Grund darf die Affinitat 
des unmarkierten Antikorpers zum Wirkstoff nur 



gering sein. Es soli weder der gesamte freie Wirk- 
stoff am unmarkierten Antikorper gebunden wer- 
den, noch sollen samtriche freien Bindungsstellen 
des unmarkierten Antikorpers besetzt werden. 

5 Ein fur die Beslimmungsmethode geeigneter 

unmarkierter Antik3rper wird zweckmSfligerweise 
aus der Gruppe der polykionalen oder monoklona- 
len AntikSrper ausgewShlt und seine Affinitat zum 
Wirkstoff in einigen wenigen routinemaSigen Vor- 

ia versuchen ermittelt Nach Abtrennung der zu unter- 
suchenden RDssigkeitsprobe vom unmarkierten 
AntikSrper wird dieser anschlieflend mit einer mar- 
kierten, mit ihm kreuzreagierenden Substanz 
(Tracer) inkubiert. Der Tracer wird entweder mit 

is einem radioaktiven Atom wie Jod-125, oder einer 
fluoreszierenden oder chemilumineszenten Verbin- 
dung markiert. Ebenso ist auch die Markierung mit 
einem Enzym oder einem Lichtchromophor 
moglich. 

20 Wichtig ist, dafl der Tracer eine vom zu be- 
stimmenden Wirkstoff abweichende Molekulstruktur 
aufweist. Wurde man beispielsweise bei der Be- 
stimmung von Thyroxin nach dem erfindungs- 
gemaflen Verfahren als Tracer ein mit Jod-125 

25 markiertes Thyroxin einsetzen, dann erhielte man 
die in Rgur 1 gezeichnete sehr flache Standard- 
kurve, aus der eindeutige Meflergebnisse nicht 
mehr abgelesen werden kSnnen. Die Kurve zeigt 
die MeOwerte, die nach einstOndiger Inkubation ein- 

30 er Serumprobe bei steigendem Gehalt von freiem 
Thyroxin mit einem Thyroxin-Antikorper, Abtrennen 
der Serumprobe und einer zweiten Inkubationszeit 
von 1 Stunde in Gegenwart von Jod-125-Thyroxin 
als Tracer erhalten wurden. 

as Wie Rgur 2 zeigt. laflt sich dieser unbefriedi- 

gende Veriauf der Standardkurve auch nicht durch 
Variation des Probenvolumens bei sonst gleichen 
Meflbedingungen verbessern. Die mit 50 Hi, 100 U.I 
und 200 u,l aufgenommenen Stand ardkurven zei- 

ao gen in den fiir die Messung wichtigen Bereichen 
einen zu flachen Veriauf. 

Wahrend bei den in Rgur 2 gezeigten Messun- 
gen eine AntikSrperkonzentration von 20 nl auf der 
inneren Oberflache eines Testrohrchens aufge- 

45 bracht wurden, zeigt Figur 3 den gleichen Versuch 
bei Erhohung der Antikorpermenge auf 80 nl pro 
Untersuchung. Auch das fiihrt zu keinem steileren 
Kurvenverlauf im fur die Messung wichtigen Be- 
reich. 

so Figur 4 zeigt die MeOwerte, die bei einer Wie- 

derholung der in Rgur 1 gezeigten Messungen 
unter Verwendung von Tracem mit unter- 
schiedlicher Radioaktivitat erhalten wurden. Die 
Traceraktivitaten betrugen 0,04 uCi und 0,02 uCi. 

55 Die Aussagekraft der Standardkurven wurde 
dadurch nicht verbessert. 
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Setzt man jedoch fur die Bestimmung von Thy- 
roxin nach dem erfindungsgemafien Verfahren ein 
Derh/at des Thyroxins ein, das an der Amino-, an 
der Carboxygruppe Oder an einer anderen Stelle 
des MolekGls modiflziert wurde, dann erhalt man 5 
Standardkurven, wie sie in den Figuren 5 bis 8 
gezeigt sind, bei denen jeder an den AntikSrper 
gebundenen Tracermenge eine bestimmte Thyro- 
xinkonzentratlon eindeutig zugeordnet werden 
kann. Geeignete Tracer fur die Bestimmung von 10 
Thyroxin und Trijodthyronin, welche nach dem er- 
findungsgemafien Verfahren eingesetzt werden 
kSnnen, sind in der Deutschen Patentanmeldung P 
36 00 365.4 beschrieben. 

Aufgrund seiner geanderten chemischen Struk- rs 
tur hat der Tracer eine hShere Oder geringere 
Affinitat zum Antikorper als der Wirkstoff selbst Im 
allgemeinen ist es vorteilhaft, einen Tracer aus- 
zuwShlen, der eine groflere Affinitat zum An- 
tikorper hat als der Wirkstoff selbst 1st jedoch die 20 
Konzentration des zu bestimmenden freien Wirk- 
stoffes sehr niedrig, dann ist ein Tracer mit einer 
erhebllch geringeren Affinitat zum Antikorper als 
der Wirkstoff vorzuziehen. Denn durch den in sehr 
niedriger Konzentration vorliegenden Wirkstoff wer- 25 
den nur wenige Bindungsstellen des Antikorpers 
besetzt, was kaum zu erkennen ware, wenn an- 
schliefiend ein Tracer mit hoher Affinitat zugege- 
ben wDrde. Es kSnnte dann der Eindruck entste- 
hen, dafl Qberhaupt kein freier Wirkstoff vorhanden 30 
ist. DemgegenOber l§flt sich ein einwandfreies 
Mefiergebnis dann immer noch erzielen, wenn ein 
Tracer mit geringerer Affinitat verwendet wird. 

Grundsatzlich sind als Tracer alle Substanzen 
einsetzbar, die eine andere Affinitat als der zu 35 
bestimmende Wirkstoff zu dem Antikorper haben, 
aber mit ihm urn die freien Bindungsstellen des 
Antikorpers in einer Kreuzreakti'on konkurrieren. 
Deshalb konnen als Antikorper auch antiidiotype 
Antikorper eingesetzt werden, die sich an den im 40 
erfindungsgemafien Verfahren eingesetzten An- 
tikfirper binden. Ein auf diesem Prinzip aufgebauter 
Assay ist in der Europaischen Patentanmeldung 
106.615 beschrieben. 

Fur das erfindungsgemaBe zweistufige Verfah- 45 
ren ist es somit kennzeichnend, dafl sich der zu 
bestimmende Wirkstoff und der Tracer in ihrer Affi- 
nitat gegenOber dem Antikorper unterscheiden. 
Dagegen ist es fur die einstufigen Bestimmungs- 
verfahren, wie sie beispielsweise aus der Europai- 50 
schen Patentschrift 26 103 bekannt sind, kenn- 
zeichnend, dafl der zu bestimmende Wirkstoff und 
der Tracer unterschiediiche Affinitaten gegeniiber 
den Bindungsproteinen aufweisen. 

Damit wird eine Bestimmungsmethode zur 55 
Verfugung gestellt, die die Fehlermfiglichkeiten 
vermeidet, die alien einstufigen Verfahren zur Er- 
mittlung des freien Anteils eines Wirkstoffes in ein- 
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er biologischen RUssigkeit auf Grund der Anwe- 
senheit von natUrlichen Bindungsproteinen anhaf- 
ten. Sie zeichnet sich deshalb durch sehr prazise 
Meflwerte aus und kommt mit nur zwei Reagenzien 
aus. 

En zur Durchfuhrung des erfindungsgemSBen 
BesUmmungsverfahrens geeigneter TestWt enthalt 
somit einen mit dem zu bestimmenden Wirkstoff 
reagierenden unmarkierten Antikorper, dessen 
Menge und/oder Affinitat zum Wirkstoff so gering 
ist, dafl er das Gleichgewicht zwischen freiem und 
gebundenem Anteil des Wirkstoffes nicht wesent- 
lich beeinfluflt und auflerdem einen Tracer, der 
eine wesentlich hohere oder geringere Affinitat 
zum Antikorper hat als der Wirkstoff selbst Ein 
derartiger Teetkit kann so zusammengestellt wer- 
den, dafl er die Bestimmung des freien Anteils 
eines beliebigen Hormons, eines Steroides, eines 
Arzneimittels, eines Arzneimittelmetaboiithn, eines 
Polypeptids, eines Vrtamins, eines Tumorantigens, 
eines Toxins Oder eines Alkaloids erlaubt. Beson- 
ders bevorzugt ist die Bestimmung des freien An- 
teils des Thyroxins, Trijodthyronins und eines Ste- 
roidhormons. 

Als besonders geeignete Tracerverbindungen 
fur den quantitativen Nachweis von Thyroxin in 
biologischen Flussigkerten nach dem erfindungs- 
gemaflen Verfahren haben sich die folgenden Ver- 
bindungen erwiesen: 

(1) 3,3',5,5'-TetrajodthyroBSSigsaure (Fig. 5) 

(2) 3,5-Dijod-4-(3,5-dijod-4-oxyphenyl)-ben- 
zolsufonsaure (Fig. 6) 

(3) N-(Methylphosphinoacetyl)-3,3',5,5'-tetra- 
jodthyrosin (Rg. 7) 

(4) N-(«-Aminocaproyl)-3,3',5,5'-tetrajodthyro- 
sin (Fig. 8) 



Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Bestimmung von 
freiem Thyroxin nach dem erfindungsgemaflen 
Verfahren 

In Rohrchen, die mit T4-Antik6rper beschichtet 
sind, (20 ng Antikorper pro Rohrchen) werden 200 
Ul einer Standardreihe (Humanseren mit steigen- 
dem Gehalt an freiem Thyroxin) und 1000 ul Puffer 
eine halbe Stunde unter Schutteln in Kontakt ge- 
bracht. 

Nach dem Ausschutten der Reaktionslosung ' 
werden 1000 ul Tracer (Aktivitat ca. 60.000 Impul- 
se pro Minute) in das vorinkubierte Rohrchen ge- 
geben. Es wird eine Stunde inkubiert, der nicht 
gebundene Tracer abgetrennt und in einem y- 
Zahler gemessen. 

Die Ergebnisse sind in Rg. 5 bis Rg. 8 darge- 
stellt. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Bestimmung der Konzentration 
des freien Anteils eines in einer biologischen 
Flussigkeit vorhandenen Wirkstoffes in Gegenwart s 
von nattlrlichen Bindemitteln, wobei der freie und 

der gebundene Anteil des Wirkstoffes miteinander 
im Gleichgewicht stehen, indem man 

a) eine Probe der FlOssigkeit m'rt einem un- 
markierten Antikorper in BerOhrung bringt; 10 

b) die Probe von dem unmarkierten An- 
tikorper abtrennt; 

c) den unmarkierten Antikorper mtt einer 
markierten, mit ihm kreuzreagierenden Substanz 
(Tracer) inkubiert; 15 

d) den Anteil des Tracers mist, der an den 
Antikorper gebunden oder nichtgebunden ist und 
daraus die Konzentration des freien Anteils des 
Wirkstoffes errechnet, 

dadurch gekennzeichnet dafl die Menge des so 
unmarkierten Antikorpers und/oder seine Affinitat 
zum Wirkstoff so gering sind, dafl sie das Gleich- 
gewicht zwischen freiem und gebundenem Anteil 
des Wirkstoffes nicht wesentlich beeinflussen und 
der Tracer eine erheblich hohere Oder eine erne- 25 
blich geringere Affinitat zum Antikorper hat als der 
Wirkstoff selbst 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der freie Anteil des zu bestim- 
menden Wirkstoffes Thyroxin, Trijodthyronin Oder 30 
ein Steroid-Hormon ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der unmarkierte Antikorper eine 
polyklonaler oder monoklonaler Antikorper ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, dafl der Tracer mit einem readioakti- 

ven Atom, einer fluorreszierenden oder chemilumi- 
neszenten Gruppe, einem Enzym oder einem 
Lichtchromphor markiert ist 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch ge- ao 
kennzeichnet, da/! man zur Bestimmung des freien 
Anteils von Thyroxin oder Trijodthyronin als Tracer 

ein Derivat des Thyroxins -oder des Trijodthyronins 
einsetzt, welches an der Amino-, an der Carboxy- 
gruppe oder an einer anderen Stelle des Molekuls as 
modifiziert wurde. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die Markierung des Tracers 
durch radioaktives Jod-125 erfolgt. 

7. Testkit zur Bestimmung der Konzentration so 
des freien Anteils eines in einer biologischen 
Flussigkeit vorhandenen Wirkstoffes gemafi Ans- 
pruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl er 

a) einen mit dem zu bestimmenden Wirkstoff 
reagierenden, unmarkierten Antikorper enthalt, des- ss 
sen Menge und/oder Affinitat zum Wirkstoff so 



gering ist. dafl er das Gleichgewicht zwischen 
freiem und gebundenem Anteil des Wirkstoffes 
nicht wesentlich beeinflufit und 

b) einen Tracer enthalt, der eine wesentiich 
hohere oder geringere Affinitat zum Antik6rper hat 
als der Wirkstoff selbst. 

8. Testkit nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl der zu bestjmmende Wirkstoff Thyro- 
xin, Trijodthyronin oder ein Steroidhormon ist 

9. Testkit nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl der unmarkierte Ant'kBrper auf der 
inneren Oberflache eines Testrohrchens aufge- 
bracht ist 
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